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摘要 : BEER A4 EAM) 是 家 处 卵 的 滞 育 生物 钟 蛋 白质 。 从 家 下 C108 品种 产 下 后 48 h BUE SPESE 
和 盐酸 活化 处 理 卵 分 离 纯 化 出 EA 酶 蛋白 ， 使 用 合成 的 EAS 活性 多 肽 抑制 因子 PIN (氨基 酸 结 
fj: SIFMTKQHSQ DDIIQHPLDY VEQQIHQQKQ KLQKQTLN)， 研 究 了 PIN 对 EM 酶 蛋白 的 
作用 机 制 。 灌 育 性 卵 的 EA4 酶 蛋白 和 PIN 在 25 尼 混合 24h 后 ， 用 算 阵 辅助 激光 解吸 离子 质谱 法 ， 
检测 到 了 二 者 的 结合 体 ， 该 结合 体 在 盐酸 处 理 后 消失 : 盐酸 活化 处 理 恰 卵 的 EA4 酶 蛋白 和 合成 
PIN 之 间 没 有 出 现 这 种 结合 体 。 体 外 25 们 ， 滞 育 性 发 卵 EA4 的 ATPase 特征 性 活性 峰 在 6.5 h 后 
出 现 ， 而 盐酸 活化 处 理 焉 卵 的 EA4 在 1.5h 后 出 现 活性 峰值 。 盐 酸 处 理 可 能 通过 解除 PINO] EA4 
的 抑制 作用 ， 在 短 时 间 内 激活 EA4 MEA, MAMELI S EEIN. 
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ZE Bombyx mori ÆSA A (diapaus) 的 昆虫 。 家 得 灌 育 性 卵 需 要 经 过 盐酸 浸渍 等 人 
工 孵化 处 理 才 能 解除 湛 育 而 发 育 旷 化 ， 我 国 的 家 答 种 60% 以 上 依靠 浸 酸 方法 来 打破 滞 育 。 我 
们 兽 证 明 盐 酸 处 理 造 成 的 卵 壳 氧气 通 透 性 增加 不 是 促使 蚕 卵 活 化 的 原因 [11， 还 证 明 盐 酸 处 理 
d SEELELBEZI BOXE ISHE TEE UE RNA 转录 活性 出 现 之 前 [21， 然 而 盐酸 打破 滞 育 的 分 子 作 用 机 
理 至 今 尚 不 十 分 清楚 。 

家 笨 湛 育 性 卵 低 温 活 化 过 程 中 ， 酯 酶 A4 Cesterase A4，EA4) 的 活性 变化 具有 测定 低温 
经 过 时 间 的 生物 钟 功能 3]。 体 外 in viro) 盐酸 处 理 EA4 ESAE uU, Ek ik RO ABER EDO], 
EA4 分 解 B- 酮 酸 蔡 醋 的 活性 迅速 出 现 。 测 定 盐酸 处 理 熏 饰 EA4 的 ATP BE Cadenosine triphos- 
phatase，ATPase) 活性 变化 ， 发 现 其 与 得 卵 获得 孵 化 能 力 的 最 短 低 瘟 时 间 即 灌 育 发 育 时间 密 
切 相 关 [5] 。 

在 家 得 灌 育 性 卵 内 有 一 种 小 分 子 量 的 EA4 活性 抑制 多 肽 《peptide inhibitory needle. 
PIN)L78]。 本 文 利 用 纯化 的 EA4 和 合成 PIN， 体 外 2S$ 尼 研究 了 PIN 对 EA4 的 活性 抑制 作用 
方式 ， 及 其 与 盐酸 处 理 的 关系 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 EB 

ZE C108 品种 高 温 (25COo 长 光照 (24 h) EAER WAEI, PORRI 3h. P 
下 后 25 伟人 保护 。48h 后 直接 或 经 盐酸 处 理 〈《HCI: 15%, 46.1 C» 10 min 后 分 离 和 纯化 EA4 
EAM. 
1.2. EA4 的 分 离 和 纯化 

EA4 的 分 离 参照 Kait91 和 徐 世 清 [10] 的 方法 。 产 卵 后 48h 的 和 奏 卵 经 丙酮 脱脂 ，8S 热处理 
除去 杂 和 蛋白 后 ，Sephadex G-25 柱 [Pharmacia 公司 K-15/30 (1.5 cem X 30 cm)] AERE DE EE 
析 ， 分 子 分 离 过 滤器 Centricon-10 (Amicon 公司 ， 限 外 分 子 量 10 000》 和 固 相 纯化 微型 分 离 
器 Sep-Pak C18 (Waters 公司 ) 脱盐 和 浓缩 分 离 。EA4 的 进一步 纯化 使 用 HPLC Chigh perfor- 
mance liquid chromatography) 系统 《SIMATI 公司 ，LC-10AT，SLC-10A，SPD-6A，C- 
R6A)， 以 逆 相 色谱 法 纯化 ， 色 谱 柱 为 YMC-Pack Protein-RP. (250 mm X 4.6 mm» 5 qam: 
YMC 公司 )。 流 动 相 为 Milliq KML C096 5 min>30% 5 min-4596 15 min)， 流 速 1 mL/ 
min. 检测 Asme KÆR EA 组 分 真空 冷冻 干燥 ， -20 和 保存 。 经 矩阵 辅助 激光 解吸 离子 
质谱 法 (matrix-assisted laser desorption ioonization mass spectrometry，MALDIMS 2 测定 ， 证 
明 得 到 了 纯化 度 很 高 的 EA4 蛋白 质 [11。 
1.3 PIN 的 合成 

参照 Isobe 5 报道 的 家 重 PIN 多 肽 氨基 酸 结构 ， 合 成 了 PIN Zik XAKI PIN AERA 
TJ: 1SIFMTKQHSQ HDDIIQHPLDY 2VEQQIHQQKQ 3KLQKQTLN。 
1.4 MALDIMS 测定 

将 纯化 的 EA4 和 合成 PIN 在 2S$ 和 下 混合 24h 后 ,加 入 2 倍 量 的 有 机 香 开 酮 酸 ， 使 蛋白 
质 结晶 化 ， 然 后 利用 MALDIMS 分 析 装 置 (Fyson 公司 ) 测定 。 使 用 飞行 时 间 分 析 仪 
《TOF)， 加 速 源 电 压 为 25 kV， 焦 点 电压 为 24 kV。 体 外 盐酸 处 理 是 在 EA4 和 PIN 混合 24h 
后 ， 往 混合 液 中 加 入 盐酸 ， 最 终 浓度 为 2.3%，1h 后 除去 HCl 和 游离 PIN， 然 后 进行 
MALDIMS 测定 。PIN 和 盐酸 的 除去 利用 分 子 分离 过 滤器 Centricon-3 (Amicon 公司 ， 限 外 分 
子 量 3 000)， 加 入 反应 液 10 倍 量 的 25 mmol/L P-HCI 缓冲 液 CpH5.25: Piperezine hexahy- 
drate 4.856 g/L» 6 mol/L HCl 7.304 mL/L2. 1 500 r/min 低速 离心 至 反应 液 初始 体积 ， 除 去 
小 分 子 量 的 游离 PIN 和 HC. €& 3 次 后 ， 理 论 上 反应 液 中 的 游离 PIN 或 HCl 含量 可 降 至 初 
始 浓度 的 1/1 000， 对 测定 已 无 明显 影响 。 
1.5 EA4 的 ATPase 活性 测定 

EA4 的 ATPase 活性 用 Carte? 改进 法 测定 ， 测 定 从 基质 ATP 游离 出 的 磷 量 。ATP 
C Disodium salt，Grade I ATP; SIGMA 公司 ) 溶解 于 磅 测定 用 缓冲 液 ， 浓 度 50 mmol/L。 测 定 
当时 在 上 述 缓 冲 液 中 加 入 粉 林 DNA CSalmon tests DNA: 100 mg/mL)» EA4 DABEI EHE 
液 或 Milig 水 为 溶剂 加 入 量 约 1 ng。5 'C ES RI 7 h 后， MA AR [2.43% (w/v) 
NaMoO, 溶 于 12.1496 HCl]. 10 s 后 加 入 B 液 上 [0.042% (v/v) 孔 淮 绿 草 酸 (malachite green 
oxalate) 溶解 于 1% (w/v) R LIAR (polyvinyl alcohol; Aldrich 公司 ，98% 水解， 重合 度 


第 工期 徐 世 清 等 : KAM A EIR A ERA E HIE A 53 


300— 5002]. 25 C 生 色 反应 2 min。 最 后 加 pixcd TN 
ISG 液 (8.0% HS0; 2» 室温 放置 1h 后 ， OTEA 


D 
A 





测定 Ags (SHIMAZU 公司 ，UV-300)。 x ERa (9 XR CK 
e xz 

2 ”结果 与 分 析 HI 
2.1 盐酸 处 理 乔 卵 EA4 的 ATPase 活性 变化 01 

产 卵 后 48 h É'SE SRAS SERE REXEJE. EA EEUU A 
14 ARMIE 98.5%， 表 明 盐 酸 处 理 后 看 卵 us 
活化 良好 。EA4 的 ATPase 特征 性 活性 峰 出 图 1 体外 25 尼 盐酸 处 理 短 卵 
现时 间 是 重 卵 活化 的 重要 标志 。 从 盐酸 处 理 EA4 的 ATPase 活性 变化 
EINAR] EA4， 体 外 25 C1.5 h 出 现 特征 Fig. 1 Changes of ATPase-activity of 
性 的 ATPase 活性 峰 ， 比 未 浸 酸 熏 卵 提前 Sh esterase A4 from acid-treated eggs 
(图 1)。 at 25 C in vitro 


2.2 ”体外 EA4 与 PIN 的 结合 ' 

从 河 育 性 看 卵 纯化 的 EA4 酶 蛋白 和 合成 PIN 在 25 人 混合 24 h 后 ，MALDIMS 检测 ， 除 
了 加 入 的 EA4 分 子 的 信和 号 外 ， 还 有 PIN 双 联 分 子 信号 ， 以 及 EA4 与 PIN、EA4 与 PIN XU 
分 子 的 结合 体 信 号 〈 图 2》， 加 入 的 PIN 多 肽 由 于 分 子 量 仅 为 4 700 左右 ， 在 图 2 的 检测 范围 
之 外 。 上 述 EA4 和 合成 PIN 体外 25 伟 混 合 24h 后 ， 经 过 2.5% 的 盐酸 处 理 1h， 则 检测 不 到 
EA4 和 蛋白质 和 PIN 多 肽 的 结合 体 信 号 《图 3)。 另 一 方面 ， 从 盐酸 活化 处 理 卵 纯化 的 EAs BS 
和 和 白 和 合成 PIN 之 间 也 没有 出 现 这 种 结合 体 信 号 (图 略 )。 
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图 2 体外 EA4 5E PIN 的 结合 
Fig. 2 The complement of EA4 and PIN in vitro 
横 轴 上 相对 质量 指 被 测 分 子 离子 化 后 的 质量 ， 以 飞行 时 间 表 示 ， 无 物理 单位 ;电荷 表示 被 测 分 子 离子 化 后 所 带电 荷 数 


The relative mass on abscissa is the mass of ionogenic molecule, which is indicated by the flying time: and having 








no physical unit. The electric charge indicates the charge number of the ionogenic molecule 
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图 3 体外 盐酸 处 理 对 EA4 E PIN 结合 性 的 影响 


Fig. 3 Elfect of acid-treatment on complement of EA4 and PIN in vitro 
Æ » » » 
3 结论 与 讨论 


体外 S 和 天 然 PIN 明显 抑制 EA4 的 ATPase 活性 71。 我 们 发 现 体外 25 "CR AA PIN 对 
EA4 的 ATPase 活性 抑制 作用 比 5 C 38H10], ix 5 pP P JE RUE E TEE UE 25 尼 保 护 时 间 越 长 ， 
低温 活化 时 间或 盐酸 处 理 时 间 也 需 相 应 延长 的 结果 十 分 吻合 。 本 文 也 首次 检测 到 了 EA4 和 
PIN 的 结合 体 。 

家 番 卵 在 盐酸 浸渍 过 程 中 ，Cl- 可 以 直接 进入 卵 内 [13]， 短 卵细胞 质 pH 值 明 显 下 降 [1]。 
从 产 卵 后 48h 的 盐酸 处 理 答 卵 纯化 的 EA4， 其 ATPase 特征 性 活性 峰 活性 出 现时 间 比 未 浸 酸 
EHKI EA4 明显 提早 ， 这 与 Kai5l 报 道 的 产 卵 后 24 h AREE EA 分 解 B- 醋 酸 蔡 酯 的 活 
性 变化 十 分 吻合 。 用 盐酸 体外 处 理 从 湛 育 性 在 卵 纯化 的 EA4， 酶 的 ATPase 特征 性 活性 峰 很 
快 出 现 [14]。 我 们 将 纯化 的 EA4 和 PIN 25C 混合 2.5 一 13 天 ， 再 经 2.5% 盐酸 处 理 1 h，EA4 
的 特征 性 活性 峰 很 快 出 现 《〈 待 发 表 )。 本 文 将 纯化 的 EA4 和 合成 的 PIN 25 CHE 24 h， 再 用 
盐酸 处 理 ， 结 果 没 有 检测 到 EA4 和 合成 PIN 的 结合 体 。 表 明 盐 酸 处 理 可 能 直接 使 结合 于 EA4 
酶 蛋白 的 PIN 迅速 解 离 ， 从 而 激活 EA4。 

本 实验 结果 在 揭示 了 PIN 对 EA4 的 活性 抑制 作用 方式 的 同时 ， 也 提示 了 盐酸 处 理 可 能 通 
过 解除 PIN 对 EA4 的 抑制 作用 ， 以 低温 活化 相似 的 方式 激活 EA4， 从 而 活化 淆 育 性 答 卵 ， 而 
且 盐 酸 处 理 的 作用 在 很 短 的 时 间 内 就 可 完成 。 
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Target of hydrochloric acid in acid-treatment 
of diapausing eggs of Bombyx mori 


XU Shi-qging!, ZHENG Bi-ping!, SIMA Yang-hul4 Kai Hidenor?; XU Jun-liang 
(1. Biotechnology Laboratory for Silkworm and Silk; Suzhou University; Suzhou 215151, China; 
2. Faculty of Agriculture: Tottri University Koyama» Totti 680» Japan: 
3. Department of Sericulture Zhejiang University. Hangzhou 310029. China) 


Abstract: Esterase A4 CEA4), a time-interval measuring enzyme in the diapausing eggs of Bombyx 
mori» was isolated and purified from C108 silkworm diapausing eggs and acid-treated eggs 2 days after 
oviposition» respectively. The PIN is a kind of peptide inhibitory needle for EA4 enzyme activity. Its 
amino acid sequence is SIFMTKQHSQ DDIIQHPLDY VEQQIHQQRQ KLQKQTLN. The action of 
PIN on EA4 was studied in the paper. When the enzymic protein EA4 from diapausing eggs was incubated 
with the synthetic PIN for 24 h at 25 C; a complex of EA4 and PIN was detected by matrix-assisted laser 
desorption ionization mass spectrometry. When the treated mixture above was incubated again in 2.596 
HCl. the complex could not be found. There is no complex formed when the EA4 protein from acid-treated 
eggs was incubated with the synthetic PIN. At 25 C in vitro» the activity peak of EA4 from diapausing 
eggs and acid-treated eggs for ATPase appeared at 6.5 h and 1.5 h; respectively. The results showed that 
the activation of diapausing eggs was due to eliminating the inhibition of PIN on EA4 and activating EA 
by HCl within a short time. 

Key words: Bombyx mori: diapause: hydrochloric acid-treatment: esterase Ad: target 


